健康 人 服用 复合 营养 素 补充 剂 后 尿 液 蛋白 质 组 的 变化 


UHE. ERG. EEK, mE 
(北京 师范 大 学 生命 科学 学 院 基因 工程 药物 及 生物 技术 北京 市 重点 实验 室 北京 100875) 


摘要 : 服用 复合 营养 素 补 充 剂 是 一 种 常见 的 健康 管理 手段 。 还 没有 研究 从 尿 液 蛋 白质 组 的 角 
度 探究 复合 营养 素 补 充 剂 对 健康 人 的 整体 影响 ,本 研究 对 比分 析 了 健康 人 服用 复合 营养 素 补 
充 剂 2 周 后 、4 周 后 与 服用 前 的 尿 液 蛋 白质 组 ， 发 现 服用 复合 营养 素 补充 剂 2 周 后 尿 液 和 蛋白 
质 组 的 变化 较为 显著 , 差异 蛋白 及 其 富 集 到 的 通路 与 营养 素 补充 可 能 相关 , 例如 , 促 红 细胞 
生成 素 受 体 (Erythropoietin receptor)( 服 用 复合 营养 素 两 周 后 ，9 人 中 有 4 人 发 生 从 无 
到 有 的 变化 ，9 人 的 平均 变化 倍数 FC) 达到 450)。 本 研究 的 结果 从 尿 液 蛋 白质 组 的 角度 提 
供 关 于 复合 营养 素 补充 剂 对 健康 的 影响 的 新 线索 , 有 助 于 优化 复合 营养 素 补充 剂 的 使 用 指南 
和 建议 ， 有 助 于 开发 对 于 不 同人 群 营养 素 补充 的 个 性 化 策略 。 


RER: 尿 液 ， 和 蛋白 质 组 ， 复 合营 养 素 ， 多 种 维生素 /矿物 质 。 
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Abstract: Taking compound nutrient supplements is a common means of health management. 
No studies have investigated the overall effects of complex nutrient supplements on healthy 
individuals from the perspective of the urine proteome. In this study, we compared and analyzed 
the urine proteome of healthy individuals after taking compound nutrient supplements for 2 weeks, 
4 weeks and before taking them, and found that the urine proteome changed more significantly 
after taking compound nutrient supplements for 2 weeks, and the differential proteins and their 
enriched pathways may be associated with nutrient supplementation, such as erythropoietin 
receptor (fold change of 449.5 after taking compound nutrient supplements for 2 weeks). The 
results of this study provide new clues about the health effects of complex nutrient supplements 
from the perspective of the urine proteome and help to optimize guidelines and recommendations 
for the use of complex nutrient supplements. 
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1 引言 


微量 元 素 和 维生素 ， 合 称 为 微量 营养 素 
需 的 。 在 当今 社会 ， 人 们 对 于 维持 良好 健康 的 关注 日 益 增 加 ， 服 用 多 种 维生素 /矿物 质 


(multi-vitamin and min 


在 的 营养 状态 来 促进 身体 


(micronutrients, MNs), ， 是 人 体 新 陈 代 谢 所 必 


eral, MVM) 补充 齐 
充 剂 涵盖 广泛 的 营养 成 分 , 能 够 为 人 体 提 供 朋 
养 需求 。 随 着 人 们 对 健康 意识 的 提高 ， 越 来 


I 成 为 一 种 常见 的 健康 管理 手段 。 复 合营 养 素 补 
注 食 缺乏 的 微量 元 素 和 维生素 , 满足 人 体 多 种 营 


越 多 的 人 开始 使 用 这 些 补充 剂 ， 期 望 通过 维持 全 


其 对 人 体 的 具体 影响 仍 存在 许多 未 知之 处 。 


健康 。 然 而 ， 尽 管 许 多 人 使 用 这 些 补 充 剂 以 改善 健康 状况 ,但 有 关 


过 去 的 研究 已 经 对 复合 营养 素 补充 剂 的 作用 进行 了 一 些 探索 。 早 年 的 研究 多 集中 在 动物 


实验 , 人 群 研究 主要 聚焦 于 单一 维生素 或 矿物 质 的 补充 效果 , 关注 的 多 是 疾病 人 群 或 是 特殊 


人 群 的 补充 治疗 ， 如 老年 人 、 孕 妇 


和 运动 员 等 ,针对 健康 大 众人 群 的 复合 营养 素 补 充 干 预 研 


究 较 少 。 一 些 研究 表明 , 复合 营养 素 补 充 剂 可 以 提供 人 体 所 需 的 微量 元 素 和 维生素 ， 有 助 于 


强化 免疫 系统 、 改 善心 血管 


绿 康 、 增 加 抗 氧化 能 力 等 。 多 种 研究 表明 ,维生素 和 矿物 质 之 间 


存在 相互 作用 ， 它 们 共同 参与 了 多 种 生理 过 程 ， 包括 免疫 调节 、 能 量 代 谢 和 细胞 修复 等 。 复 
合营 养 素 对 于 健康 人 营养 状况 、 抗 氧化 能 力 


泛 研究 。 这 些 研究 提供 了 


了 了、 运动 能 力 、 主 观 压 力 和 情绪 的 影响 也 被 广 


些 证 据 支 持 复合 营养 素 补充 剂 的 潜在 益处 , 但 往往 需要 很 大 的 人 


群 数量 或 很 长 的 实验 时 间 , 我 们 期 待 尿 液 蛋 白质 组 为 营养 学 提供 新 的 研究 角度 , 灵敏 地 显示 


短期 补充 营养 素 对 于 身体 的 影响 。 


由 于 尿 液 不 属于 内 环境 ,对比 
早期 变化 ， 更 敏感 地 反映 
包含 丰富 的 信息 ， 可 以 反映 


床 营养 学 研究 和 实践 提供 线索 "。 至 今 , 还 没有 研究 涉及 复合 营养 素 对 健康 成 年 人 尿 液 蛋 白 


质 组 的 影响 。 


浆 ， 尿 液 不 存在 稳 态 的 机 制 ， 能 够 积累 机 体 生理 状态 的 


机 体 变化 情况 ， 是 下 一 代 生 物 标志 物 的 来 源 ”。 尿 液 中 的 蛋白 质 
机 体 不 同系 统 、 不 同 器 官 产生 的 微小 变化 。 本 实验 室 之 前 报道 
过 , 尿 液 蛋 白质 组 能 够 较为 系统 、 全 面 地 反映 苏 糖 酸 镁 摄 入 对 机 体 产 生 的 影响 ， 有 


潜力 为 临 


E 


本 研究 旨 在 探究 健康 人 补充 复合 营养 素 后 尿 液 蛋 白质 组 的 变化 , 并 进一步 解析 这 种 变化 


对 健康 的 潜在 影响 。 这 一 而 


究 将 有 助 于 揭示 复合 营养 素 补充 剂 对 人 体 代 谢 、 生 理 功能 和 潜在 
疾病 风险 的 影响 ， 为 理解 其 健康 效应 、 为 未 来 制定 个 性 化 的 营养 干预 策略 提供 新 的 线索 ， 有 


望 为 促进 健康 人 群 的 生活 质量 提供 新 的 科学 依据 , 并 为 慢性 病 的 预防 和 管理 提供 有 益 的 启示 。 


2 材料 与 方法 
2.1 实验 材料 
2. 1. 1 实验 耗材 


1. 5m1/2ml 离心 管 (美国 Axygen 公司 ) 

孔 细 胞 培养 板 ( 美 国 Corning 公司 )、10kD 滤器 (美国 Pall 公司 )、0asis HLB 固 相 萃取 柱 
(美国 Waters 公司 )、1lml/200u1/20ul 移 液 枪 头 《美国 Axygen 公司 )、BCA 试剂 盒 〈 美 国 
Thermo Fisher Scientific 公司 )、 高 pH 反 向 肽 分 离 试 剂 盒 (美国 Thermo Fisher Scientific 
公司 )、iRT (indexed retention time, XX 


2. 1. 2 实验 仪器 
冷冻 高 速 离心 机 《〈 美 


国 Thermo Fisher 


. 50ml/15ml 离心 管 (美国 Corning 公司 )、96 


国 BioGnosis 公司 ) 。 


Scientific 公司 )、 真 空 浓 缩 仪 (美国 Thermo 


Fisher Scientific 公司 )、DK-S22 电热 恒温 水 浴 锅 〈 上 海 精 宏 实 验 设备 有 限 公 司 )、 全 波长 
多 功能 酶 标 仪 〈 德 国 BMG Labtech 公司 )、 振 荡 器 (美国 Thermo Fisher Scientific 公司 )、 
TS100 恒温 混 匀 仪 (杭州 瑞 诚 仪器 有 限 公司 )、 电 子 天 平 (瑞士 METTLER TOLEDO 公司 )、-80C 
超低温 冷冻 冰箱 (美国 Thermo Fisher Scientific 公司 )、EASY-nLC1200 超 高 效 液 相 色谱 


(美国 Thermo Fisher Scientific 公司 )、0rbitrap Fusion Lumos Tribird Mity (=H 


Thermo Fisher Scientific 公司 )。 


2. 1. 3 实验 试剂 
使 用 的 营养 素 补 充 剂 为 21 金 维 他 多 维 元 素 片 (杭州 民生 健康 药 业 股份 有 限 公 司 )。 此 外 ， 
还 使 用 了 胰 酶 Trypsin Golden (美国 Promega 公司 )、 二 硫 苏 糖 醇 DTT (德国 Sigma 公司 )、 
碘 乙 酰胺 TAA CERES Sigma AFD, WRZE NHAHCO3. 〈 德 国 Sigma 公司 )、 尿 素 Urea. (德国 
Sigma 公司 )、 纯 净 水 〈 中 国 娃哈哈 公司 )、 质 谱 级 甲醇 〈 美 国 Thermo Fisher Scientific 
x RIO Be AECE Thermo Fisher Scientific 公司 )、 质 谱 级 纯 水 (美国 Thermo Fisher 
Scientific 公司 )、Tris-Base (美国 Promega 公司 )、 硫 脲 Throurea (德国 Sigma 公司 ) 等 
试剂 。 

2. 1.4 分 析 软 件 

Proteome Discoverer(Version2. 1, 美 国 Thermo Fisher Scientific 公 司 )、Spectronaut 
Pulsar (英国 Biognosys 公司 )、Ingenuity Pathway Analysis( 德 国 Qiagen 公司 ); R studio 

(Versionl. 2.5001); Xftp 7; Xshell 7. 

2.2 实验 方法 

2.2.1 研究 对 象 选 取 与 设计 

选取 22-27 岁 健康 成 年 志愿 者 共 11 名 作为 实验 对 象 ， 包 括 5 名 男性 、6 名 女性 ， 选 取 
标准 定 为 体检 健康 ， 排 除 心 、 肺 、 肝 、 脾 疾患 。 保 持 干预 前 后 膳食 、 生 活 方式 习惯 基本 不 变 ， 
实验 前 一 周至 实验 开始 时 均 无 食用 营养 保健 品 或 膳食 补充 剂 , 健 康 志愿 者 每 天 服用 2 片 复合 
营养 素 片 ， 共 服用 4 周 。 

研究 使 用 的 复合 营养 素 补 剂 是 21 金 维 他 多 维 元 素 片 。 每 名 健康 志愿 者 每 天 服用 2 片 复 
共 服 用 4 周 。 每 片 复方 营养 素 片 含有 LARE 12. ng， 维生素 A 2500IU, 
E^Ez& D2 200IU， 维 生 素 E 5mg， 维 生 素 Bl 2. 5mg， 维 生 素 B2 2. 5mg， 维 生 素 B6 0. 25mg， 
EÆZ B12 0. 5ug， 维 生 素 C 25mg， 烟 酰胺 7. 5mg， 泛 酸 钙 2. 5mg， 重 酒石酸 胆 碱 25mg， 肌 
醇 25mg， 铁 5mg, W 0.05mg, 铜 0. 5mg, f$ 0. 5mg， 锌 0. 25mg, ERAS 279mg， 镁 0. 5mg， 
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图 1 研究 方法 与 技术 路 线 


2. 2. 2 尿 液 样本 收集 
本 研究 收集 了 11 名 健康 志愿 者 的 的 尿 液 样本 , 分 别 在 服用 复合 营养 素 补 剂 前 ( 记 为 WO, 
编号 为 301-311)、 服 用 2 周 后 〈 记 为 岂 ， 编 号 为 401-411)、 服 用 4 周 后 OEN W, 编号 为 
501-511) 收 取 尿 液 样本 。 尿 液 样本 是 中 段 晨 尿 , 避 开 女性 月 经 期 。 尿 液 样 本 收集 后 置 于 -80C 
冰箱 暂 存 备用 。 
2. 2. 3 尿 液 样本 处 理 


入 1M 二 硫 苏 糖 醇 CDithioth 


混 匀 后 金属 浴 37C 加 热 60 分 钟 , 晾 凉 至 室温 后 ,加 入 而 
贮 液 100u1， 达 到 IAM 的 工作 浓度 ， 混 匀 后 常温 避 光 反 


取出 2ml 尿 样 解冻 ，4C，12000Xg 条 件 下 离心 30 分 钟 ， 去 除 细胞 碎片 ， 取 上 清 液 加 
reitol, DTT, Sigma) 贮 液 40ul， 达 到 DTT 的 工作 浓度 20mM， 


移 至 新 的 离心 管 中 , 与 三 人 


白 
VE 
测定 蛋白 质 浓度 。 使 月 
管 (Pall, Port Washington, NY, USA) 的 滤 


HUE i d 


à PRÉ if 


者 体积 的 预 冷 无 水 乙醇 充分 混合 ,， 置 于 -20'C 冰 箱 中 24 小 时 沉淀 蛋 
o MRAR, 4C, 10000Xg 条 件 下 离心 30 分 钟 ， 弃 去 上 清 , 干燥 蛋 白 沉淀 ,向 蛋白 沉 
加 入 200u1 20mM Tris 溶液 复 溶 。 复 溶 后 的 样品 离心 后 保留 上 清 液 ， 采 用 
ig CFASPO 的 方法 ， 将 尿 蛋 白 提取 液 加 入 10kD 超 滤 
B E. SIIDA 20mM Tris 溶液 洗涤 三 次 ， 加 


入 30mM Tris TREE IRR EA, 每 个 样品 按 比 例 〈 尿 和 蛋白; 
Gold, Mass Spec Grade, Promega, Fitchburg, WI, USA) 进行 消化 ，37C 孵 育 16 小 时 ， 
酶 解 后 的 滤液 即 为 多 肽 混合 液 。 收 集 到 的 多 肽 混合 液 通过 Oasis HB 固 相 禁 取 柱 进 行 除 盐 处 


理 后 真空 干燥 ， 置 于 -80C 保存。 加 入 30 微 升 0. 19H 


试剂 盒 对 肽 段 浓度 进 
样本 。 


2. 2.4 LC-MS/MS 串联 质谱 分 析 
所 有 鉴定 样品 以 样品 :iRT 为 20 : 1 的 体积 比例 加 入 稀释 100 倍 的 iRT 标准 液 , 统一 保 


留 时 间 。 对 所 有 样本 进 


行 数据 非 依赖 怕 


针 mix 样本 作为 质量 控制 ,将 Tug 样本 使 用 EASY-nLC12 
梯度 : 流动 相 A: 0. 99H B. DLE AH B: 8096 AHE), 洗 脱 下 来 的 肽 段 进 入 Orbitrap Fusion Lumos 


Tribird 质谱 仪 分析 ， 


2. 2. 5 数据 处 理 和 分 析 


将 DIA 模式 下 采集 的 raw c1 


处 理 。 


生成 样品 对 应 的 raw 文件 。 


cB CIodoacetamide, IAA, Sigma) 
应 45 分 钟 。 反 应 结束 后 ， 将 样本 转 


Bradford 法 


胰 酶 =50: 1) 加 入 胰 和 蛋白 酶 (Trypsin 


Ud 


H 酸 水 将 冻 干 多 肽 粉末 复 溶 后 , 使 用 BCA 
行 测定 , 将 肽 段 浓 度 稀释 至 0. 5u g/ uL, 每 个 样本 取出 4 微 升 作 为 mix 


采集 (DIA)， 每 个 样本 重复 3 次 ， 每 隔 10 针 插 入 1 


00 液 相 色谱 分 离 ( 洗 脱 时 间 : 90min, 


F 导 入 Spectronaut 软件 分 析 ， 高 度 可 信 蛋 和 白 标 准 为 肽 段 q 
value«0. 01, 应 用 峰 面积 定量 法 对 二 级 肽 段 所 有 碎片 离子 峰 面 积 进行 


保留 含有 两 个 或 以 上 特异 肽 段 的 蛋白 ， 将 缺失 值 蔡 


蛋白 含量 ， 将 样本 进行 比较 ， 筛 选 差异 蛋白 。 


利用 悟空 平台 (https://omicsolution. org/wkomic 


主 成 分 分 析 (PCA)、0PLS-DA 分 析 。 使 
分 析 ， 得 到 4 


行 差异 蛋白 功能 富 


EV) ERE. 2 


] DAVID 数据 库 


蛋白 定量 ， 自 动 归 一 化 


换 成 0， 计 算 各 个 样本 鉴定 到 的 不 同 


s/main/) 进 行 非 监督 聚 类 分 析 (CHCA)、 
(https://david. ncifcrf. gov/) 进 


胞 定位 和 分 子 功能 3 个 方面 的 结果 。 基 于 


Pubmed 数据 库 (https://pubmed. ncbi. nlm. nih. gov/) 


使 用 STRING 数据 库 进 行 蛋 


3 结果 与 讨论 


3.1 样本 和 蛋白 质 鉴 定 结 果 


我 们 对 收集 的 尿 液 相 


混合 样本 计 入 ) 每 个 样本 平均 鉴定 到 3077 个 蛋 


数据 重复 性 较 好 。 


服用 复合 营养 素 补 剂 前 〈 记 为 W， 编 号 为 301-3 
标准 差 为 663; 服用 2 周 后 〈 记 为 吕 ， 编 号 为 401-404，406-410， 
平均 数 为 2890, 标准 差 为 434; HH 
蛋白 平均 数 为 3058, 标准 差 为 657; mix 样本 鉴定 蛋白 


对 差异 蛋白 和 相关 通路 进行 搜索 。 


白 互 作 网 络 分 析 Chttps://cn. string-db. org/)。 


本 进行 尿 液 蛋白 质 的 提取 、 酶 切 和 液 相 色 谱 串 联 质谱 分 析 后 ，〈 将 


(蛋白 和 肽 段 FDR 二 1%)， 标 准 差 为 628。 


H 4 周 后 ( 记 为 W4， 编 


11, J£ 11 个 样本 ) 鉴定 蛋白 平均 数 为 3026， 


k 9 个 样本 ) 鉴定 蛋白 
号 为 501-511， 共 11 个 样本 ) 鉴定 


3. 2 摄 入 营养 素 补充 剂 两 周 后 尿 液 蛋 白质 组 的 变化 


F 均 数 为 3745， 标 准 差 为 337， 说 明 


3.2.1 差异 蛋白 分 析 


将 缺失 


值 蔡 换 成 0， 将 摄 入 营养 素 补 充 剂 前 〈Wo ) 与 摄 入 


营养 素 补 充 剂 2 周 后 


样本 进行 比较 ， 进 行 双 尾 、 配 对 上 检验， 筛选 出 228 个 差异 和 蛋白 。 算 选 


检验 分 析 P 值 <0.05， Fold change (FC)>1. 5 或 <0. 67. 


其 中 ， 


足 进 造血 


限 ， 仅 将 FC>5 或 《0. 
促 红 细胞 生成 素 受 体 (Erythropoietin receptor) 的 FC 为 449.5。 
日 细胞 增殖 、 分 化 , 促 红 细胞 生成 素 及 其 受 体 


可 能 补充 复合 营养 素 与 红细胞 ”。 


有 14 个 差异 蛋白 变化 倍数 大 于 10，24 个 差异 


(W2) 的 


差异 蛋白 条 


条 件 是 : T 


FR 


2 的 差异 蛋白 展示 在 表格 中 。 


变化 倍数 大 于 5。 由 于 篇 幅 有 


促 红细胞 生成 素 可 


有 4 个 差异 蛋 
8、 二 磷酸 


呈现 从 有 到 无 的 变化 ，FC 为 0, 包括 26S 蛋白 酶 体 非 ATP 


H”. 有 研究 显示 铁 和 复合 微量 营养 素 显著 提高 小 鼠 的 血红 蛋白 、 红 细胞 压 积 和 血清 


在 人 体内 发 挥 神经 营养 和 神经 保护 作 


铁水 平 。 


Ad 摄 入 营养 素 补 


RE 13 NV E 
甲状 成 酸 脱羧 酶 、 原 钙 粘 蛋白 Y-A2. 2-24 3E-3- XXE ERE - 6E BE Pe NS 


充 剂 前 (WO) 与 摄 入 营养 素 补充 剂 2 周 后 (W2) 变化 显著 的 关 


| 


(FC>5 或 <0. 2, 


FA 
P 4 <0. 05) 

a Genes Protein Descriptions fc P 
Accessions 

P48556 PSMDS8 26S proteasome non- ATPase regulatory subunit 8 0 0.038649 
P53602 MVD Diphosphomevalonate decarboxylase 0 0.048419 
QSDRB8  PCDHGA2 Protocadherin gamma-A2;Protocadherin gamma-A2 0 0.031711 
Q8TDX5  ACMSD  O2-amino-3-carboxymuconate-6-semialdehyde decarboxylase 0 0.027933 
P22695 UQCRC2 Cytochrome b-cl complex subunit 2, mitochondrial 0.009509 — 0.049178 
000232 PSMD12 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 12 0.030438 0.02393 
Q13098 GPS1 COP9 signalosome complex subunit 1 0.033099 0.045756 
P09110 ACAAI 3-ketoacyl-CoA thiolase, peroxisomal 0.047178 . 0.033051 
Q9YSF2  PCDHBII Protocadherin beta-11 0.050547 0.01348 
P18850 ATF6 Cyclic AMP-dependent transcription factor ATF-6 alpha 0.054547 . 0.006267 
sx FUT3;FUT 3-galactosyl-N-acetylglucosaminide Soas Gad 

5 4-alpha-L-fucosyltransferase FUT3 
Q9YSX3 SNX5 Sorting nexin-5 0.072226 — 0.043244 
Q9UJA9  ENPPS Ectonucleotide — pyrophosphatase/phosphodiesterase family TEE 
member 5 
Leukocyte immunoglobulin-like receptor subfamily A member 

075019 LILRAI f 0.111365 0.030126 
Q9BQAI WDR77 Methylosome protein 50;Isoform 2 of Methylosome protein 50 0.113783 0.046788 
Q14353 GAMT Guanidinoacetate N-methyltransferase 0.132321 0.006693 
043242 PSMD3 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 3 0.13622 0.008648 
Q14264 ERV3-1 Endogenous retrovirus group 3 member 1 Env polyprotein 0.178283 . 0.033023 
Q9Y303 AMDHD?2 RNc-acetylglucosamine-6-phosphate deacetylase 0.185786 0.03972 
O94813 SLIT2 Slit homolog 2 protein 0.189666 — 0.044398 
Q9Y265 | RUVBLI  RuvB-ike l;Isoform 2 of RuvB-like 1 0.189757 — 0.031234 
Q13428 TCOFI Treacle protein;Isoform 2 of Treacle protein 7.310235 . 0.046664 
P19235 EPOR Erythropoietin receptor 449.5454 0.04668 


3.2.2 差异 蛋白 功能 注释 分 析 


利用 DAVID 数据 库 对 228 个 差异 蛋 


Oncology (GO) 分 析 ， 富 集 到 74 个 生物 学 过 程 (BP) CP 值 《<0. 05)， 包 括 细胞 形状 的 
过 多 泡 体 分 选 途径 的 泛 素 依赖 性 蛋白 分 解 代 谢 过 程 、 蛋 白质 转运 、Rac 和 蛋白 信号 转 导 、 通 过 


Hu. 


CP f «0.05, FC^1.5 或 《0.67) 进行 Gene 


宿主 ESCRT RAWA h TE. E IRLMCRERE ERCEEREPRUBSUS AS G 蛋白 偶 联 受 体 信号 通路 、 
细胞 迁移 的 正 调控 、 信 号 传导 、 细 胞 增殖 的 正 调控 等 。 由 于 篇 幅 有 限 ， 按 照 p 值 大 小 取 排 名 
前 四 十 的 BP 进行 展示 。 
表 2 摄 入 营养 素 补充 剂 前 WO) 与 摄 入 营养 素 补充 剂 2 周 后 (W2) 组 间 差异 蛋白 富 集 
到 的 生物 学 过 程 BP) (按照 p 值 大 小 取 排 名 前 四 十 的 BP 进行 展示 ) 
Term Count % P-Value 
regulation of cell shape 12 5.6 5.50E-07 
ubiquitin-dependent protein catabolic process via the multivesicular body sorting pathway 7 32 7.10E-07 
protein transport 19 8.8 1.00E-06 
Rac protein signal transduction 6 2.8 7.90E-06 
viral budding via host ESCRT complex 5 2.3 7.30E-05 
multivesicular body assembly 5 2.3 2.90E-04 
adenylate cyclase-modulating G-protein coupled receptor signaling pathway 6 2.8 3.70E-04 
regulation of actin cytoskeleton organization gi 32 6.30E-04 
membrane fission 5 2.3 7.80E-04 
cell-matrix adhesion 7 32 1.00E-03 
regulation of organelle assembly 3 1.4 1.10E-03 
endocytosis 9 4.2 1.20E-03 
establishment of endothelial barrier 4 1.9 1.30E-03 
negative regulation of adenylate cyclase activity 4 1.9 1.30E-03 
regulation of cell size 4 1.9 1.90E-03 
positive regulation of cell migration 10 4.6 2.00E-03 
Rho protein signal transduction 5 2.3 3.30E-03 
positive regulation of early endosome to late endosome transport 3 1.4 3.70E-03 
viral budding 3 1.4 3.70E-03 
cell-cell adhesion 8 3.7 4.50E-03 
positive regulation of protein localization to early endosome 3 1.4 4.60E-03 
signal transduction 25 11.6 5.00E-03 
actin filament organization 7 32 5.80E-03 
macroautophagy 5 2.3 6.50E-03 
cell surface pattern recognition receptor signaling pathway 3 1.4 6.70E-03 
actin filament bundle assembly 4 1.9 6.70E-03 
positive regulation of renal sodium excretion 3 1.4 7.80E-03 
endosomal transport 5 2.3 9.00E-03 
actin crosslink formation 3 1.4 9.10E-03 
positive regulation of cellular protein catabolic process 3 1.4 9.]0E-03 
positive regulation of urine volume 3 1.4 9.]0E-03 
negative regulation of cell growth 6 2.8 1.00E-02 
protein targeting to vacuole involved in ubiquitin-dependent protein catabolic process via the 
3 1.4 1.00E-02 


multivesicular body sorting pathway 


G-protein coupled acetylcholine receptor Signaling pathway 3 1.4 1.00E-02 
positive regulation of ruffle assembly 3 1.4 1.00E-02 
regulation of blood pressure 5 2.3 1.10E-02 
positive regulation of substrate adhesion-dependent cell spreading 4 1.9 1.20E-02 
intracellular transport 4 1.9 1.60E-02 
positive regulation of actin filament polymerization 4 1.9 1.60E-02 
viral release from host cell 3 1.4 1.60E-02 


利用 DAVID 数据 库 对 个 差异 蛋白 (P fü «0. 05, FC>1. 5 或 <0. 67) 进行 Gene Oncology (60) 
分 析 ， 富 集 到 24 个 分 子 功能 (MF), 包括 蛋白 结合 、 钙 粘 蛋 白 结 合 、GTP 结合 、GTP 酶 活性 、 
G- 和 蛋白 B/Y 亚 基 复 合 物 结合 、 乌 苷 酸 结合 、 细 胞 骨架 蛋白 结合 、G 蛋白 偶 联 受 体 结合 、GDP 
结合 、ATP 酶 结合 、 钙 依赖 性 和 蛋白 结合 、 肌 动 蛋 白 结 合 、 泛 素 结合 、 和 蛋白 激酶 激活 剂 活性 、 
蛋白 多 糖 结合 、cAMP 反应 元 件 结合 、 钙 离子 结合 、 跨 膜 信 号 受 体 活性 、 和 蛋白 激酶 A 结合 、 
ATP 酶 激活 剂 活性 、 胶 原 结合 、 细 胞 粘 附 分 子 结合 、 利 钠 肽 受 体 活 性 、 肝 素 结合 等 。 


Ex 


pur 


表 3 摄 入 营养 素 补充 剂 前 〈W0) 与 摄 入 营养 素 补 充 剂 2 周 后 (W2)〉 组 间 差 异 和 蛋白 富 集 到 的 分 子 功能 (MF) 


CP f&«0. 05) 

Term Count % P-Value 

protein binding 170 76.9 3.30E-07 
cadherin binding 17 7.7 4.30E-07 
GTP binding 18 8.1 2.10E-06 
GTPase activity 15 6.8 4.30E-05 
G-protein beta/gamma-subunit complex binding 5 2.3 8.30E-05 
guanyl nucleotide binding 4 1.8 2.50E-04 
cytoskeletal protein binding 6 257 5.50E-04 
G-protein coupled receptor binding 6 2.7 1.10E-03 
GDP binding 6 2.7 1.50E-03 
ATPase binding 6 2:4 2.40E-03 
calcium-dependent protein binding 6 2.7 3.40E-03 
actin binding 11 5 4.20E-03 
ubiquitin binding 6 2:7 4.40E-03 
protein kinase activator activity 4 1.8 9.20E-03 
proteoglycan binding 3 1.4 9.70E-03 
CAMP response element binding 3 1.4 1.40E-02 
calcium ion binding 16 7.2 1.80E-02 
transmembrane signaling receptor activity 7 32 2.20E-02 
protein kinase A binding 3 1.4 3.20E-02 
ATPase activator activity 3 1.4 3.70E-02 
collagen binding 4 1.8 3.70E-02 
cell adhesion molecule binding 4 1.8 4.00E-02 
natriuretic peptide receptor activity 2 0.9 4.30E-02 
heparin binding 6 2.7 4.50E-02 


差异 蛋白 富 集 到 49 个 KEGG 通路 CP 值 <0.05)， 包 括 内 吞 作 用 、 长 期 抑郁 、 胆 碱 能 突 触 、 


a NHR 


H 
We fh. 


肌 动 蛋白 细胞 骨架 的 调节 、 生 长 激素 的 合成 、 分 泌 和 作 
Zu maj 


p g 


]. IME sE, A EAU BER 
精 中 毒 、 松 弛 素 信 号 通路 、cGMP-PKG 信号 通路 、 黑 色素 生成 、 雌 激 


素 信号 通路 、Apelin 信号 通路 、 甲 状 旁 腺 激素 的 合成 、 分 泌 和 作用 、 突 触 引导 、 帕 金森 病 、 
PI3K-Akt 信号 通路 、 肝 病毒 病 、 趋 化 因子 信号 通路 、 


缝隙 连接 、 人 类 免疫 缺陷 病毒 1 感染 、 紧 密 


Eik ARA OIA ERR AE 
跨 内 皮 迁 移 、 血 管 加 压 素 调节 的 水 重 吸收 


清 素 能 突 触 、 致 病 性 大 肠 杆菌 感染 、 


ER, BRATE BRDU WHITAKER 


言 号 传导 、 催 产 素 信号 通路 、 库 欣 综合 征 、 白 细胞 
、MAPK 信号 通路 、Rapl 信号 通路 、 血 小 板 活化 、 


可 卡 因 成 瘾 、 神 经 退行 性 病变 的 途径 -多 


号 通路 、 醛 固 柄 合成 和 分 泌 等 。 


' 疾 病 、 化 学 致癌 作用 -活性 氧 、cAMP 信号 通路 、 
血管 平滑 肌 收 缩 、 肺 结核 、 人 乳头 瘤 病毒 感染 、 粘 附 连接 、GnRH 信号 通路 、 产 热 、Ras fü 


长 期 抑郁 、 多 巴 胺 能 突 触 、 突 触 引导 、 帕 金森 病 、 


号 传导 等 KEGG 通路 显示 与 认 知 和 情绪 的 相关 性 。 有 天 


清 素 能 突 触 、 逆 行内 源 性 大 麻 素 信 


(维生素 C 和 锌 )、 维 生 素 B 家 族 成 员 (维生素 B12 


知 和 情感 行为 相关 的 神经 元 


| 


胆 碱 能 突 触 这 一 KEGG 通路 。 志 愿 者 服用 的 复合 营养 素 补 剂 


此 外 ， 一 些 KEGG 通路 和 免疫 系统 有 关 。 


究 显 


R, Omega-3 脂肪 酸 、 抗 氧化 剂 


和 叶酸 ) 和 镁 等 营养 素 可 以 防止 与 认 
路 中 线粒体 和 脂 质 的 氧化 损伤 的 方式 "1。10 个 差异 蛋白 富 集 到 
中 包含 重 酒石酸 胆 碱 (50mg/d)。 


表 4 摄 入 营养 素 补充 剂 前 (W0) 与 摄 入 营养 素 补 充 剂 2 周 后 (W2) 组 间 差 异 蛋白 富 集 到 的 KEGG 通路 


CP f&«0. 05) 

Term Count % P-Value 

Endocytosis 16 7.2 1.50E-06 
Long-term depression 8 3.6 1.70E-05 
Cholinergic synapse 10 4.5 2.40E-05 
Regulation of actin cytoskeleton 13 5.9 7.00E-05 
Growth hormone synthesis, secretion and action 9 4.1 2.40E-04 
Sphingolipid signaling pathway 9 4.1 2.50E-04 
Human cytomegalovirus infection 12 5.4 2.60E-04 
Dopaminergic synapse 9 4.1 4.50E-04 
Alcoholism 10 4.5 1.10E-03 
Relaxin signaling pathway 8 3.6 2.00E-03 
cGMP-PKG signaling pathway 9 4.1 2.10E-03 
Melanogenesis 7 32 2.60E-03 
Estrogen signaling pathway 8 3.6 2.80E-03 
Apelin signaling pathway 8 3.6 3.00E-03 
Parathyroid hormone synthesis, secretion and action 7 32 3.30E-03 
Axon guidance 9 4.1 3.60E-03 
Parkinson disease 11 5 3.60E-03 
PI3K-Akt signaling pathway 13 5.9 3.80E-03 
Prion disease 11 5 4.20E-03 
Chemokine signaling pathway 9 4.1 4.90E-03 
Serotonergic synapse 7 32 5.00E-03 
Pathogenic Escherichia coli infection 9 4.1 5.90E-03 
Gap junction 6 2.7 7.20E-03 
Human immunodeficiency virus 1 infection 9 4.1 8.80E-03 
Tight junction 8 3.6 8.90E-03 


Circadian entrainment 6 
Renin Secretion 5 
Retrograde endocannabinoid signaling 7 
Phagosome 7 
Adrenergic signaling in cardiomyocytes 7 
Oxytocin signaling pathway 7 
Cushing syndrome 7 
Leukocyte transendothelial migration 6 
Vasopressin-regulated water reabsorption 4 
MAPK signaling pathway 10 
Rapl signaling pathway 8 
Platelet activation 

Cocaine addiction 4 
Pathways of neurodegeneration - multiple diseases 13 
Chemical carcinogenesis - reactive oxygen species 8 
cAMP signaling pathway 8 
Vascular smooth muscle contraction 6 
Tuberculosis 7 
Human papillomavirus infection 10 
Adherens junction 5 
GnRH signaling pathway 5 
Thermogenesis 8 
Ras signaling pathway 8 
Aldosterone synthesis and secretion 5 


2.7 
2.3 
32 
32 
32 
32 
32 
2.7 
1.8 
4.5 
3.6 
2:7 
1.8 
5.9 
3.6 
3.6 
2.7 
32 
4.5 
2.3 
2.3 
3.6 
3.6 
2.3 


1.10E-02 
1.50E-02 
1.60E-02 
1.80E-02 
1.90E-02 
1.90E-02 
2.00E-02 
2.10E-02 
2.20E-02 
2.30E-02 
2.60E-02 
2.80E-02 
3.00E-02 
3.00E-02 
3.40E-02 
3.50E-02 
3.70E-02 
3.80E-02 
3.90E-02 
3.90E-02 
3.90E-02 
4.10E-02 
4.40E-02 
4.60E-02 
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3.3 摄 入 营养 素 补 充 剂 
3.3.1 差异 蛋白 分 析 


周 后 尿 液 蛋 白质 组 的 变化 


将 缺失 值 蔡 换 成 0， 将 摄 入 营养 素 补充 剂 前 〈Wo ) 与 摄 入 营养 素 补充 剂 4 周 后 (W4) 的 


> 


nge (FC)>1. 5 或 <0. 67. 
前 后 变化 倍数 在 五 倍 以 上 的 蛋白 有 5 个 , 分 别 是 含 血 小 板 反 
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- 
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ü 
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属 蛋 白 酶 、 肽 基 乙 酸 N- 甲 基 转 移 酶 、a 链 纤维 蛋白 原 、 空 泡 和 蛋白 分 


结合 蛋白 14。 


单 本 进行 比较 ， 筛 选 出 79 个 差异 蛋白 。 筛 选 差 异 蛋 白条 件 是 : 了 检验 分 析 P 值 <0. 05, 


表 5 摄 入 营养 素 补充 剂 前 〈W0 ) 与 摄 入 营养 素 补充 剂 Jac: (VA) 变化 显著 的 差异 


ts 


Fold 
基 序 3 的 去 整合 素 和 
类 相关 蛋白 26A. RNA 


(FC>5 或 <0. 2, 


P 值 <0. 05) 
Protein 
Genes Protein Descriptions fc P 

Accessions 

A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin 
015072 ADAMTS3 0.135105 0.047508 

motifs 3 
Q14353 GAMT Guanidinoacetate N-methyltransferase 0.1736 0.029328 
P02671 FGA Fibrinogen alpha chain 5.226891 0.033691 
075436 VPS26A Vacuolar protein sorting-associated protein 26A 11.03069 0.015457 
Q96PK6 RBMI4 RNA-binding protein 14 13.52475 — 0.032191 


3.3.2 差异 蛋白 功能 注释 分 析 

利用 DAVID 数据 库 对 个 差异 蛋白 (P 值 <0. 05, FC>1. 5 或 <0. 67) 进行 Gene Oncology (G0) 
分 析 ， 富 集 20 个 生物 学 过 程 (BPO P 值 0. 05)， 包 括 蛋 白质 去 糖 基 化 、 上 皮 细 胞 分 化 、 蛋 
白质 分 泌 、 中 间 丝 组 织 、 表 皮 发 育 、 细 胞 内 和 蛋白 质 转 运 、 外 源 性 凋 亡 信号 通路 的 负 调控 、 内 
质 网 到 高 尔 基 体 宫 泡 介 导 的 转运 、 表 皮 发 育 的 正 调控 、 中 心 粒 装配 、 内 吞 再 循环 、 中 心 粒 复 
制 的 负 调 控 、 细 胞 间 粘 附 、 内 甜 作 用 、 甘 露 糖 代 谢 过 程 、 蛋 白质 加 工 、 细 胞 内 信和 号 转 导 的 正 
调控 、 逆 行 转运 ， 内 体 到 高 尔 基体 、 轴 突 再 生 负 调控 、 角 化 。 


i 


tz 


i 


富 集 到 的 生物 学 过 程 


表 6 摄 入 营养 素 补充 剂 前 (WO) 与 摄 入 营养 素 补充 剂 JJ (WA) 组 间 差 异 重 
(BP) 


FER 
Ir 


Term Count % P-Value 

protein deglycosylation 3 3.8 3.50E-04 
epithelial cell differentiation 5 6.4 4.80E-04 
protein secretion 4 5.1 1.60E-03 
intermediate filament organization 4 5.1 1.90E-03 
epidermis development 4 5.1 3.70E-03 
intracellular protein transport 6 7/7 7.30E-03 
negative regulation of extrinsic apoptotic signaling pathway 3 3.8 7.80E-03 
ER to Golgi vesicle-mediated transport 4 5.1 1.30E-02 
positive regulation of epidermis development 2 2.6 1.80E-02 
centriole assembly 2 2.6 2.10E-02 
endocytic recycling 3 3.8 2.20E-02 
negative regulation of centriole replication 2 2.6 2.80E-02 
cell-cell adhesion 4 5.1 3.30E-02 
endocytosis 4 5.1 3.50E-02 
mannose metabolic process 2 2.6 3.50E-02 
protein processing 3 3.8 3.80E-02 
positive regulation of intracellular signal transduction 2 2.6 3.90E-02 
retrograde transport, endosome to Golgi 3 3.8 4.00E-02 
negative regulation of axon regeneration 2 2.6 4.20E-02 
keratinization 3 3.8 4.30E-02 


RT 摄 入 营养 素 补 充 剂 前 W) 与 摄 入 营养 素 补充 剂 4 周 后 (W4) 组 间 差 异 蛋 白 富 集 到 的 分 子 功能 MF) 


zu 


Term Count % P-Value 

structural constituent of epidermis 4 5.1 3.30E-04 
GDP binding 4 5.1 3.00E-03 
cytokine binding 3 3.8 1.30E-02 
GTP binding 6 7.7 1.80E-02 
calcium ion binding 8 10.3 2.30E-02 
protein binding 56 71.8 3.30E-02 
alpha-mannosidase activity 2 2.6 3.30E-02 


GTPase activity 5 6.4 4.70E-02 


差异 蛋白 富 集 到 8 个 分 子 功能 MF) (P 值 <0. 05)， 包 括 表 皮 的 结构 成 分 、GDP 结合 、 
胞 因子 结合 、GTP 结合 、 钙 离子 结合 、 蛋 白 结合 、a -甘露 糖 背 酶 活性 、GTP 酶 活性 。 
差异 蛋白 富 集 到 2 个 KBGG 通路 , 6 个 差异 蛋白 富 集 到 内 天 作用 ,3 个 差异 蛋白 富 集 到 氨 
基 酸 的 生物 合成 。 


Me 


4 展望 

研究 结果 说 明 , 连续 服用 复合 营养 素 补 剂 一 个 月 的 健康 人 尿 液 蛋 白质 组 产生 了 一 些 变化 。 
例如 ， 服 用 复合 营养 素 两 周 后 尿 液 蛋 白质 组 中 的 促 红 细胞 生成 素 受 体 (Erythropoietin 
receptor) 的 平均 变化 倍数 为 449.5, 9 人 中 有 4 人 发 生 从 无 到 有 的 变化 (根据 spectronaut 
的 分 析 结 果 ， 分 别 是 从 0 到 14635，11851，11181，5930)。 
但 是 这 种 变化 的 个 体 差异 性 较 大 。 究 其 原因 ， 可 能 原因 有 以 下 几 点 : 首先 ， 可 能 是 因为 
不 同人 饮食 习惯 不 同 、 身 体 营 养 素 储备 的 本 底 水 平 不 同 , 需要 补充 的 营养 素 的 种 类 和 剂量 各 
不 相同 , 不 同人 摄 入 复合 营养 素 补 剂 后 身体 状况 以 及 营养 素 对 身体 的 影响 也 不 同 , 因此 异 质 
性 较 大 ; 第 二 ， 可 能 是 复合 营养 素 补 剂 的 剂量 较 小 ， 补 充 时 间 比 较 短 ， 对 机 体 影 响 较 小 。 

根据 我 们 的 发 现 , 不 同 个 体 对 于 营养 素 的 种 类 和 剂量 需求 不 同 , 提供 针对 特定 人 群 的 个 
性 化 补充 建议 十 分 重要 , 个 性 化 定制 可 以 最 大 程度 地 发 挥 其 潜在 益处 并 减少 潜在 风险 。 尿 液 
和 蛋白质 组 也 有 港 力 为 个 性 化 的 营养 素 补充 提供 线索 。 

此 外 ,服用 复合 营养 素 补 剂 两 周 后 (W2) 尿 液 蛋 白质 组 的 变化 比 服 用 复合 营养 素 补 剂 四 
HE WO 的 变化 更 加 显著 ， 可 能 是 因为 随 着 时 间 增 加 ， 志 愿 者 的 依从 性 下 降 ， 也 可 能 提示 
营养 素 在 短期 对 机 体 的 影响 比较 大 ， 随 着 时 间 增 长 ， 复 合营 养 素 对 机 体 的 影响 不 够 明显 。 

本 研究 的 结果 从 尿 液 蛋 白质 组 的 角度 提供 关于 复合 营养 素 补 充 剂 对 健康 的 影响 的 新 线 
索 ， 有 助 于 优化 复合 营养 素 补 充 剂 的 使 用 指南 和 建议 。 本 文中 使 用 的 个 性 化 的 分 析 方 法 ,也 
为 相关 领域 的 研究 提供 了 一 些 参考 。 我 们 期 待 后续 研 究 可 以 测定 体液 样本 中 微量 营养 素 、 身 
体 各 项 指标 , 进一步 分 析 补 充 复 合营 养 素 后 尿 液 蛋 白质 组 的 变化 , 可 以 更 好 地 了 解 这 些 补充 
剂 对 人 体 代 谢 、 生 理 功能 和 健康 状态 的 调节 作用 , 为 开发 新 的 营养 干预 策略 和 创新 的 功能 性 
食品 提供 基础 。 
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